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GLYPHOSATE RESISTANCE SURVEY ON CONYZA CANADENSIS
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RESUMO

O glifosato ¢ o herbicida mais importan-
te a nivel nacional, utilizado principalmente
para controlar infestantes em culturas pere-
nes e em zonas nio cultivadas. E considerado
um herbicida de elevado risco de resisténcia.
Em Portugal foi recentemente confirmada a
resisténcia em Conyza bonariensis, em olival
intensivo. Neste trabalho apresentam-se os
resultados da prospeccao realizada para des-
pistagem de resisténcia ao glifosato em po-
pulagdes de Conyza canadensis. Para confir-
macdo da resisténcia, realizaram-se ensaios
de dose-resposta com planta inteira. Obti-
veram-se valores de ED, entre 32,72 g.ha’!
na populagdo susceptivel e 77,91 g. ha'na
populagdo mais resistente, permitindo obter
niveis de resisténcia (NR=ED, R/ED,S) ao
glifosato de 2 para todas as populagdes. Os
valores de NR superiores a unidade parecem
traduzir a tendéncia de todas as populagdes
apresentarem resisténcia ao glifosato. Estes
resultados serdo confirmados em ensaios de
laboratorio para determinagdo do mecanismo
de resisténcia.
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ABSTRACT

In Portugal, glyphosate is widely used
for weed control on perennial crops and non-
-cropping areas. It is considered an herbicide
of high risk of resistance worldwide. Glypho-
sate resistance in Portugal was recently confir-
med in Conyza bonariensis populations from
intensive olive groves. This paper presents
the results of a survey conducted for detec-
ting glyphosate resistance in populations of
Conyza canadensis. Whole plant dose-respon-
se bioassays were conducted to confirm resis-
tance. ED, values ranged from 32.72 g.ha
in susceptible population to 77.91 g.ha'! for
the most resistant population. The resistance
factor (RF = ED, R/ED, S) was around 2 for
all populations. These values reflect a trend
that all populations studied were resistant to
glyphosate and laboratory tests to determine
the mechanism of resistance are in course.

Keywords: Dose-response bioassays, olive
grove.

INTRODUCAO

O cultivo intensivo do olival, com recur-
so a rega e maior densidade de plantacdo, con-
duz a maior pressao dos organismos fitopato-
génicos sobre a cultura e a maiores exigéncias
da cultura no que respeita a sua nutricao. Tem-
-se verificado, por um lado, o incremento de
pragas e doengas nos olivais regados, o que
conduz a uma aplicagao crescente de produtos
fitofarmacéuticos (insecticidas e fungicidas)
€ no que respeita ao controlo das infestantes,
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a progressiva substituicdo de herbicidas per-
sistentes por herbicidas ndo selectivos, ndo
residuais, e, por isso, considerados com ris-
co mais aceitavel para o ambiente, de que ¢
exemplo o glifosato. No entanto, a sua apli-
cagdo repetida ndo esta isenta de riscos. E,
se, por um lado, provoca menores riscos de
contaminagdo do solo e agua do que outros
herbicidas, acarreta riscos para a diversidade
bioldgica ao seleccionar populagdes de plan-
tas infestantes resistentes, que o herbicida ja
ndo controla. A nivel mundial conhecem-se 21
espécies com resisténcia ao glifosato, corres-
pondentes a mais de 99 populacdes diferentes
(Powles, 2008; Heap, 2011). Este fenomeno
relativamente recente, tem ja exemplos na Pe-
ninsula Ibérica em olivais da Andaluzia, onde
a repetida aplicagdo de glifosato seleccionou
resisténcia em Conyza spp. ¢ em Lolium spp.
(Urbano et al., 2005 e 2007; Martinez e Urba-
no, 2007; Cruz-Hipolito et al., 2007). Em Por-
tugal, a ocorréncia de populagdes de Conyza
bonariensis resistentes ao glifosato foi confir-
mada, em 2010 e trata-se do primeiro caso de
resisténcia a este herbicida no pais (Calha e
Osuna, 2010).

O glifosato pertence a familia quimica
dos aminoacidos, sendo um herbicida nao
selectivo de aplicagdo foliar, com elevada
sistemia na planta. Depois de aplicado ¢ ab-
sorvido pelas folhas e rapidamente translo-
cado para os apices vegetativos (meristemas)
onde vai exercer a ac¢ao herbicida. Tem um
modo de acgdo unico, actuando na biossinte-
se dos aminoacidos aromaticos fenilalanina,
tirosina e triptofano, inibindo a actividade
da enzima 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfa-
to (EPSP) sintase (Steinriicken e Amrhein,
1980). O glifosato ¢ o herbicida mais vendi-
do, a nivel mundial e nacional (Abreu, 2011)
¢ estd recomendado para controlar infes-
tantes anuais e vivazes em culturas perenes
durante o ciclo vegetativo ¢ antes da insta-
lagdo ou plantagdo, em culturas anuais. No
mercado nacional, encontra-se formulado em
herbicidas simples e mistos. A sua eficacia
depende da dose e condigdes de aplicacdo,
nomeadamente do estado de desenvolvimen-
to das infestantes, na altura da aplicagéo.

O glifosato ¢ um herbicida ndo selecti-
vo que controla eficazmente largo espectro
de infestantes anuais e perenes, incluindo as
diferentes espécies de Conyza. Em Portugal,
estdo identificadas 3 espécies: Conyza cana-
densis (L.), Crong. (avoadinha), C. sumatren-
sis (Retznis) Walker (ex Conyza alba Spren-
gel, (avoadinha—marfim) e C. bonariensis
(L.) Crong. (avoadinha-peluda). Também ¢
referida a eventual presenca de hibridos: C.
x rouyana Sennen (C. albida x canadensis)
e C. x mixta Fouc. e Neyr. (C. bonariensis x
canadensis) (Franco, 1984).

Conyza canadensis ¢ uma espécie origi-
naria da América do Norte, considerada inva-
sora, mas naturalizada em Portugal. Encon-
tra-se distribuida por todo o pais, afectando
numerosas culturas anuais e perenes e zonas
ndo cultivadas. E uma planta anual diploide
(2n=18) heterogamica da familia botanica
Asteraceae. A espécie produz elevado nu-
mero de sementes (2000 a 230.000 por plan-
ta) de reduzida persisténcia (longevidade de
2-3 anos), pelo que ndo constitui um banco
de sementes persistente no solo (Weaver,
2001). E uma espécie de Primavera-Verdo,
podendo ser anual ou bienal, consoante as
espécies. A luz ¢ essencial para a germinagao
das sementes de Conyza. De facto, ndo ger-
minam sementes enterradas entre 2-6 cm de
profundidade. Germina na Primavera ¢ passa
o Inverno sob a forma de roseta, s6 produ-
zindo flores e fruto no 2° ano. O fruto é uma
cipsela, cuja configuracdo permite a facil dis-
persdo a longas distancias.

Neste trabalho apresentam-se os resulta-
dos da prospecgdo, realizada em olivais do
distrito de Beja, para despistagem de resis-
téncia ao glifosato em populacdes de Conyza
canadensis.

MATERIAL E METODOS
A espécie Conyza canadensis
A identificagdo das espécies de Conyza

spp. presentes nos olivais suspeitos de re-
sisténcia foi realizada com exemplares de
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planta inteira, colhidos no campo (Franco,
1984). A amostragem de sementes de plantas
de Conyza canadensis decorreu nos meses de
Agosto e Setembro de 2010 (Quadro 1) em
7 olivais do distrito de Beja, onde se regis-
taram queixas de falta de eficacia do glifo-
sato quando aplicado na dose recomendada.
A populacdo susceptivel (S) proveniente de
um olival ndo tratado da mesma regido foi
utilizada como padrao.

Ensaios de germinacéao

Procedeu-se a determinacao da capacida-
de germinativa das sementes de cada popula-
¢do. As sementes foram colocadas a germi-
nar em placa de Petri de PVC, de didmetro
10 cm, contendo agar (KNO, 0,2%). Os en-
saios de germinagdo decorreram em camara
de incubacao Cassel CBT em condic¢des de
alternancia de temperatura e luz: 20/25°C (+
1°C) e 12 h fotoperiodo (Karlssen e Milberg,
2007) e tiveram a duragdo de 15 dias. Cada
populagao correspondia a 50 sementes por
placa e 4 repetigoes.

Caracteristicas toxicologicas e
ecotoxicologicas do glifosato

O glifosato, pelo seu modo de acgdo, ndo
¢ toxico para mamiferos (ndo apresenta toxi-
dade aguda, ndo ¢ cancerigeno, mutagénico

nem toxico para a reprodugdo). Esta classifi-
cado como irritante. Apresenta baixo risco de
lixiviagdo; porque apesar da elevada solubili-
dade em agua (11 600 mg L") é pouco movel
no solo (Koc 884 a 60 000). A contaminago
de 4guas subterraneas ¢ pouco provavel, por
ser rapidamente degradado por via microbio-
logica (DT, =38-60 d) em AMPA (4cido ami-
noetilfosfonico) e por se manter fortemente
ligado ao complexo argilo-himico do solo. O
risco de contaminagdo das aguas superficiais
¢ baixo, mas pode causar efeitos a longo pra-
70 no meio aquatico: sendo moderadamente
toxico para peixes e invertebrados aquaticos;
ndo apresenta toxicidade para outros organis-
mos nao visados, designadamente abelhas,
algas, e minhocas. (Dill et al, 2010; CE,
2011).

Ensaio de dose-resposta

Para a confirmagdo de resisténcia ao gli-
fosato adoptou-se o procedimento recomen-
dado por HRAC (1999) e Heap (2005). As
sementes foram colocadas a superficie de
substrato saturado e o tabuleiro envolvido
em papel de jornal para manutengdo da hu-
midade e luz (Lazarotto et al., 2008). Plan-
tulas com uma folha verdadeira (BBCH 11)
foram transplantadas para vasos de PVC de
7 cm de didmetro ¢ 10 cm de profundidade
(2-4 plantulas por vaso), com substrato de

Quadro 1 - Identificagdo das amostras de sementes

Amostra  Local Data de Espécie
colheita

S Ferreira do Alentejo 01-08-10 C. canadensis
Bl Ferreira do Alentejo 01-08-10 C. canadensis
B2 Ferreira do Alentejo 04-08-10 C. canadensis
B3 Ferreira do Alentejo 01-08-10 C. canadensis
B4 Ferreira do Alentejo 06-09-10 C. canadensis
B5 Beja — S. Matias 06-09-10 C. canadensis
B6 Serpa 06-09-10 C. canadensis
B7 Figueira 01-8-10 C. canadensis

Cavaleiros/St.?
Margarida Sado
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terra:turfa:areia (2:1:1) (18,9% areia, 58,8%
limo, 22,3% argila, pH 7.4 ¢ m.o. 2.2%),
adubado com BLAUKORC (20 g v/v). A
rega foi efectuada por subirrigagdo, quando
necessaria. Considerando que a susceptibili-
dade das plantas de Conyza spp. ao herbicida
glifosato, depende da temperatura (Urbano
et al., 2007; Kleinman et al., 2011), o en-
saio decorreu em camara climatizada (Fito-
clima 1500 I — AraLab), com alternancia de
temperatura ¢ luz 25/20°C, 12 h de luz -550
pmolm?s™ (Dinelli et al., 2006).

Procedeu-se a aplicagdo de glifosato
(RoundUp, 360 g s.a.L!, SL, Monsanto)
numa gama de 6 doses de glifosato, incluin-
do a testemunha, na escala logaritmica (0,
45, 90, 180, 720, e 1440 g ha') (Dinelli et
al., 2008). O herbicida foi aplicado com um
OPS (Oxford Precision System) calibrado
para aplicar 200 L ha'! herbicida (275 kPa)
As plantas de C. canadensis tinham 2-4 fo-
lhas (BBCH 12-14).

O peso verde ¢ a percentagem de sobre-
vivéncia foram determinados 21 dias apos
a aplicacdo (DAA). As plantas com o me-
ristema apical necrdtico eram consideradas
mortas. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, com 4 repetigdes.
O ensaio foi repetido e os resultados foram
combinados.

Os resultados obtidos foram submetidos
a analise de variancia (ANOVA) e transfor-
mados (arcsin) para obedecerem aos pres-
supostos da normalidade. Ajustou-se um
modelo de regressdo ndo-linear (Seefeldt et
al., 1995; Knezevic et al., 2007) as curvas
de dose-resposta que permitiram estimar o
valor de ED, para cada populagdo.O modelo
do tipo logistico com 4 pardmetros tinha a
seguinte expressao:

d-c

[ ———
y=fx)=  (+&/EDS0)y, o)

em que y corresponde ao peso verde das
plantas de C. canadensis (g) e x a dose de
herbicida (g ha'). Uma das vantagens da
curva descrita pela expressao (1) ¢ que os
parametros utilizados no modelo tém um sig-

nificado bioldgico. Assim, d, corresponde a
assintota superior da curva de dose-resposta,
i.e., ao peso verde (g) obtido na dose mais re-
duzida de herbicida; ¢, a assintota inferior da
curva de dose-resposta, i.e., ao peso verde (g)
obtido na dose mais elevada de herbicida; b,
ao declive da curva de dose-resposta obtido
ao nivel do valor de ED, (dose que provoca a
reducdo de 50% do peso verde relativamente
a testemunha).

RESULTADOS
Ensaio de germinacao

A espécie Conyza canadensis nao apre-
sentou periodo de laténcia e a germinacao foi
rapida, atingindo a capacidade germinativa
(CG) ao fim de 17 dias. A capacidade germi-
nativa das populac¢des de C. canadensis va-
riou entre 42% e 84,5%. As populacdes Bl e
B5 tiveram de ser descartadas nos primeiros
ensaios pela baixa CG. Procedeu-se a nova
colheita de amostras para tentar obter semen-
tes com grau de maturagdo mais elevado.
Segundo a bibliografia esta espécie ndo apre-
senta dorméncia, tendo apenas a luz como
factor limitante da germinagdo (Baskins e
Baskins, 1998).

Ensaio de dose resposta

Os ensaios decorreram de Novembro
de 2010 a Janeiro de 2011. Verificou-se o
aumento da mortalidade das plantas com o
aumento da dose na populacdo susceptivel.
Na dose de 180 g ha’, registou-se a taxa de
mortalidade de 25%, seguida de 50% para as
doses de 360 e 720 g ha' e 100% nas doses
mais elevadas. Pelo contrario, nas outras po-
pulagdes, registaram-se taxas de mortalidade
entre 25% e 50% apenas na dose mais eleva-
da, para as populagdes B2, B4 e B6.

A resposta das populagdes de C canaden-
sis, a doses crescentes de glifosato, expressa
em peso verde, foi diferente entre as popula-
¢oes, seguindo uma curva logistica (Figura
1). Os valores de ED, obtidos variaram en-
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Quadro 2 — Pardmetros do modelo log-logistico ajustado as curvas de dose-resposta ao glifosato, em quatro

populagoes de Conyza canadensis.

b c d EDso (e)
Populagio SE (2 SE (© SE (g. ha-1) SE NR
s 139 (1232) 0.04 (0.041) 1.00 (0.045) 3272 (29.628) 1
B2 237 (1.236) 0.07 (0.028) 1.00 (0.045) 65.43 (13.35) 2,00
B4 229 (0.705) 0.03 (0.027) 1.00 (0.045) 77.91 (8.636) 238
B6 3.95 (3.074) 0.02 (0.023) 0.99 (0.045) 69.97 (14.176) 2,14
1.0
S
B1
B2
08 7 B4
B6
fresh weight (g)
06
04 7
02 7
00

glyphosate rate (g ha-1)

Figural - Curvas de dose-resposta ao glifosato para 4 populagdes de Conyza canadensis.

tre 32,72 g ha'' na populagdo susceptivel (S)
e 77,91 g ha' na populagdo mais resistente
(B4) permitindo obter niveis de resisténcia
(NR) ao glifosato de 2 para todas as popu-
lagdes; o que significa que, na pratica serd
necessario aplicar o dobro da dose de glifo-
sato para controlar as populacdes resistentes
(Quadro 2).

Os valores de NR superiores a unidade
parecem traduzir a tendéncia de todas as po-
pulacdes estudadas apresentarem resisténcia
ao glifosato. Estes resultados poderdo ser
confirmados nos ensaios de laboratorio a re-
alizar posteriormente, para determinacao do
mecanismo responsavel pela resisténcia.

Os NR ao glifosato sdo relativamente
baixos em Conyza spp., ndo atingindo valo-
res superiores a 2 para C. bonariensis e entre
7 ¢ 10 para C. canadensis (Leon et al., 2005;
Kleinman et al., 2011). Estes valores depen-
dem do mecanismo bioquimico responsavel
pela resisténcia. O mecanismo mais frequen-
te em dicotiledoneas ¢ a perda de sistemia do
glifosato nos bidtipos resistentes (Dinelli et
al., 2006 e 2008). Recentemente foi identifi-
cado um bidtipo de C. sumatrensis R ao gli-
fosato com NR de 60. Este valor excepcional
esta associado a ploidia e 8 mutagdo no gene
que codifica a enzima alvo do glifosato EPSP
sintase (Gonzalez-Torralva et al., 2011).
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CONCLUSAO

Confirmacao de resisténcia ao glifosato
em 3 populagdes de avoadinha (Conyza ca-
nadensis), infestante de olivais intensivos do
Baixo Alentejo.
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